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NOVELTY - A flat photoelectric sensor is employed. 
USE - To image biochip (13) surfaces (11) using a planar 
photoelectric sensor. 

ADVANTAGE - A simple, cost-effective imaging system is described, 
to detect light from immobilized substances on a biochip. A possibly 
complex and costly optical imaging system with optical losses, is 
obviated. The substances may be immobilized on the detector, or spaced 
slightly away. The method is a form of contact-imaging. Operation of 
the new imaging system is therefore particularly simple. 

DESCRIPTION OF DRAWING (S) - A schematic, exploded view of apparatus 
for contact imaging of emitted radiation is exhibited, 
biochip surface (11) 
biochip (13) 
planar sensor (14) 
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Technology Focus: 

TECHNOLOGY FOCUS - ELECTRONICS - Preferred Sensor: The planar 
sensor is a diode array, CCD -sensor or a TFA-image sensor, where TFA 
imports: thin film on ASIC and ASIC imports application-specific 
integrated circuit (all acronyms undefined) . 

BIOTECHNOLOGY - Preferred Features: The planar sensor (14) is 
integrated into a measurement cell, optionally with through-flow. The 
same method is used for position-resolved detection of electromagnetic 
radiation emitted from substances immobilized on a carrier. The sensor 
is placed close to the carrier surface and the substances are excited. 
Emitted radiation is detected, avoiding use of an imaging optical 
system. Fluorescence radiation is produced by coupling light into the 
carrier, exciting the immobilized substances with evanescent light. The 
substances may be immobilized directly on the planar photoelectric 
sensor. The immobilized substances are detected from the 
chemiluminescence radiation emitted. This results from enzymatic 
reactions, bioluminescence or fluorescence. 
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® Verwendung eines bildgebenden photoelektrischen Flachensensors zur Auswertung von Biochips und 
Bildgebungsverfahren hierfur 

© Die Erfindung betrifft die Verwendung eines bildgeben- 
den photoelektrischen Flachensensors 14, beispielsweise 
eines CCD-Sensors, zur Kontaktabbildung der Oberflache 
11 eines Biochips 13 durch Messung einer von der Ober- 
flache des Biochips emittierten Strahlung, wie etwa Che- 
mi-, Biolumineszenz- oder Fluoreszenzstrahlung, und ein 
Bildgebungsverfahren hierfur. Dazu wird der Biochip 13 in 
moglichst geringem Abstand von einem Flachensensor 
14' angeordnet. Der Flachensensor 14 kann dann ohne 
Zwischenschaltung eines abbildenden optischen Sy- 
stems ein ortsaufgelostes zweidimensionales Abbild der 
von der Oberflache des funktionalisierteh Bereichs 12 
emittierten Strahlung detektieren. 
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[0001] Die Erfindung betrifft die Verwendung eines bild- 
gebenden photoelektrischen Flachensensors zur Auswer- 
tung von Biochips und ein Bildgebungsveifahren hierfur. 5 
Die Erfindung betrifft insbesondere ein Verfahren zur orts- 
aufgelosten Detektion von elektromagnetischer Strahlung, 
die von auf einer Oberflache eines planaren Tragers immo- 
bilisierten Substanzen emittiert wird, mittels eines bildge- 
benden photoelektrischen Flachensensors. 10 
[0002] Das Erkennen bestimmter genetischer Informatio- 
nen ist eine elementare molekularbiologische Aufgabenstel- 
lung, zu deren Losung bereits eine groBe Zahl unterschied- 
lichster Methoden vorgeschlagen wurde. Kann eine ge- 
suchte genetische Information auf bestimmte Nukleinsaure- 15 
sequenzen (im folgenden als Targetsequenzen oder Targets 
bezeichnet) zuriickgefuhrt werden, benutzt man in vielen 
Fallen sogenannte Oligonukleotidsonden, deren Nuklein- 
sauresequenzen zu den Targetsequenzen komplementar 
sind. Aufgrund.ihrer Komplementaritat konnen die Oligo- 20 
nukleotidsonden und die Targetsequenzen spezifisch hybri- 
disieren, so daB man die gesuchten Targetsequenzen in ei- 
nem Pool umfangreicher und komplexer genetischer Infor- 
mationen identifizieren und qualitativ und/oder quantitativ 
analysieren kann. 25 
[0003] Klassische Anwendungen dieser Art sind Nort- 
hern- und Southern-Blots, sowie die in-situ Hybridisierung. 
Dazu werden die Proben in der RegeL zweckgerecht vorbe- 
reitet und mit Hilfe definierter Oligonukleotidsonden unter- 
sucht. Bei herkommlichen Anwendungen dieser Art sind 30 
ublicherweise die Oligonukleotidsonden markiert und kon- 
nen so, abhangig von der gewahlten Markierung, detektiert 
werden. Dies ist erforderlich, urn probengebundene Sonden, 
d. h. Sonden, die spezifisch an Targetsequenzen hybridisiert 
haben, erkennen zu konnen. 35 
[0004] Zur Markierung der Sonden werden Substanzen, 
sog. Marker, eingesetzt, die mit Hilfe geeigneter Nachweis- 
methoden identifiziert werden konnen. Weit verbreitet sind 
insbesondere radioaktive Marker, sowie Chemilumines- 
zenz- oder Fluoreszenzmarker. 40 
[0005] Dabei haben insbesondere Fluoreszenz- und Che- 
mi lumineszenzmethoden in der chemischen und biologi- 
schen Analytik und Diagnostik einen hohen Stellenwert. Es 
handelt sich um sehr nachweisstarke Methoden, die ohne 
Radioaktivitat und, falls erforderlich, ohne toxische Sub- 45 
stanzen auskommen. Viele der verwendeten Marker sind 
verglichen mit Radioisotopen bei entsprechender Lagerung 
praktisch unbegrenzt haltbar. Es existieren heute empfindli- 
che optische Detektionssysteme, die schon den Nachweis 
einzelner Markermolekule ermoglichen. AuBerdem existiert 50 
eine Vielfalt unterschiedlichster Fluoreszenzfarbstoffe, so 
daB fur die meisten Weilenlangenbereiche im sichtbaren 
Spektrum, aber auch im angrenzenden ultra violetten und in- 
fraroten Spektralbereich auf geeignete Ruoreszenzmarker 
zuriickgegriffen werden kann. Entsprechend sind geeignete 55 
Chemilumineszenzsubstrate fur viele Enzyme, beispiels- 
weise Peroxidasen, Alkalische Phosphatase, Glucose-Oxi- 
dase und andere verfugbar. Leistungsfahige Chemilumines- 
zenzsubstrate mit einer Signalstabilitat von iiber einer 
Stunde sind kommerziell erhaltlich. 60 
[0006] Bei den oben erwahnten klassischen Hybridisie- 
rungsmethoden ist die Zahl der unterschiedlichen Sonden, 
die in Verbindung mit ein und derselben Probe eingesetzt 
werden konnen, begrenzt. Um die Sonden unterscheiden zu 
konnen, sind unterschiedliche, d. h. nicht interferierende 65 
Markierungen und in der Folge auch unterschiedliche De- 
tektionssysteme erforderlich. Der damit verbundene Auf- 
wand stoBt spates tens bei Multi-Parameter-Analysen an die 



Grenzen der PraktikabilTT! 
[0007] Entscheidende Vorteile bieten in dieser Hinsicht 
Testanordnungen mit immobilisierten Oligonukleotidson- 
den, d. h. Sonden, die an einen festen Trager fixiert sind. Um 
bei derartigen Systemen eine Bindung von Probe und Sonde 
erkennen zu konnen, wird in diesen Fallen die Probe und 
nicht die Sonde markiert, Unter einem festen Trager versteht 
man dabei ein Material mit starrer oder halbstarrer Oberfla- 
che. Bei derartigen Tragern kann es sich beispielsweise um 
Partikel, Strange, insbesondere Faserbiindel, spharische 
Korper, wie Kugeln oder Kiigelchen (sogenannte "beads"), 
Fallungsprodukte, Gele, Blatter, Rohiren, Behaltnisse, Ka- 
pillarrohrchen, Scheiben, Folien oder Platten handeln. Am 
weitesten verbreitet sind inzwischen jedoch planare, d. h. 
ebene Trager. 

[0008] Soil eine Probe mittels mehrerer Sonden mit unter- 
schiedlicher Spezifitat untersucht werden, so werden diese 
Sonden ublicherweise auf einem gemeinsamen Trager so 
angeordnet, daB jede Sondenart, also beispielsweise eine be- 
stimmte Oligonukleotidsonde mit bekannter Sequenz, ei- 
nem bestimmten Feld eines zweidimensionalen Feldmusters 
(allgemein als "Array" bezeichnet) auf dem Trager zugeordr 
net wird. Die Feststellung, ob und/oder gegebenenfalls in 
welchem MaBe die markierte Probe an ein bestimmtes Feld 
bindet, erlaubt Ruckschliisse auf die zur Sonde dieses Feldes 
komplementare Targetsequenz der Probe und gegebenen^ 
falls auf deren Konzentration. 

[0009] Durch fortschreitende Miniaturisierung konnten 
die Felder mittlerweile wesentlich verkleinert werden, so 
daB man heute eine Vielzahl verfahrens- und meBtechnisch 
unterscheidbare Felder, also auch eine Vielzahl unterscheid- 
barer Sonden auf einem einzelnen Trager anordnen kann. 
Obwohl Glastrager im molekularbiologischen Bereich fiir 
diese Zwecke noch am weitesten verbreitet sind, werden die 
planaren Trager in Anlehnung an die Halbleitertechnologie 
auch als "Chips", insbesondere als Biochips, Genchips usw. 
bezeichnet. Die Sonden konnen in sehr hoher Dichte an den 
Trager gebunden und mehrere Sonden einer Sondenart in ei- 
nem miniaturisierten Feld angeordnet werden. Heute kon- 
nen bereits Chips mit bis zu 40.000 unterschiedlichen mole- 
kularen Sonden pro cm 2 hergestellt werden. 
[0010] Vor allern hat die Anwendung photolithographi- 
scher Fabrikationstechniken aus der Halbleitertechnologie 
zu entscheidenden Fortschritten bei der Herstellung solcher 
Chips gefuhrt. Das Prinzip basiert auf einer lichtgesteuerten 
chemischen Festphasensyn these, bei der photolithographi- 
sche Masken die Felder abbilden (vgl. beispielsweise Fodor 
et al. "Lightdirected, spatially addressable parallel chemical 
synthesis", Science, Vol. 251, 767-773 (1991)). Dieses Ver- 
fahren ist insbesondere dann von Vorteii, wenn die Sonden 
auf dem Trager in-situ aus einzelnen Bausteinen, beispiels- 
weise Nukleouden, aufgebaut werden sollen. So kann ein 
bestimmter Baustein gezielt an die im Aufbau befindlichen 
Sonden bestimmter Felder angefugt werden, wahrend die 
Sonden der ubrigen Felder unberuhrt bleiben. Dies gelingt 
mit photolithographischen Masken, die Licht zur lichtge- 
steuerten chemischen Synthese nur auf diejenigen Felder 
abbilden, an die der Baustein angefugt werden soli. Bei- 
spielsweise kann der Lichteinfall die Abspaltung iichtemp- 
findlicher Schutzgruppen bewirken, wodurch eine reaktive 
Gruppe genau an derjenigen S telle der im Aufbau befindli- 
chen Sonden freigesetzt wird, an die der Baustein angefugt 
werden soli. Da ein zuletzt angefugter Baustein in der Regel 
eine gebundene Schutzgruppe einbringt und dadurch die um 
einen Baustein erweiterten Sonden wieder schutzt, wird an 
eine aktivierte Sonde lediglich ein einziger Baustein ange- 
fugt. Aus dem gleichen Grund stehen die wahrend eines Zy- 
klus um einen Baustein erweiterten Sonden gleichermaBen 



DE 100 36 457 A 1 



wie die in diesem Zyklus nic^^^eilerten Sonden als zu- 
nachst geschiitzte Gesamtheit aller Sonden einer neuen ge- 
zielten Aktivierung durch eine passende Maske fur die An- 
fugung eines weiteren Baustein in einem neuen Zyklus zur 
Verfugung. Derartige Verfahren werden ausfiihrlich in den 
intern ationalen Patentanmeldungen WO 90/15070, 
WO 91/07087, WO 92/10092, WO 92/10587, 

WO 92/10588 und in dem US-Patent 5,143,854 beschrie- 
ben. 

[0011] Andere Chips weisen wiederum Sonden auf, die 
nicht in-situ synthetisiert, sondern in vorgefertigter Form 
auf den Trager aufgebracht werden. Entsprechende Arrays 
aus Biornolekulen zur Sequenzanalyse von Polynukleotiden 
wurden bereits von E. Southern in der intemationalen Pa- 
tentanmeldung WO 89/10977 beschrieben. Biomolekulare 
Arrays eignen sich fur eine Vielzahl von Anwendungen, an- 
gefangen von der Sequenzierung von DNA iiber das DNA- 
Fingerprinting bis zu Anwendungen in der medizinischen 
Diagnostik. Inzwischen werden schon kommerzielle Bio- 
chips mit einer Vielzahl verschiedener cDNAs zur Hybridi- 
sierung angeboten. Bei diesen cDNAs handelt es sich bei- 
spielsweise um Nukleinsauresequenzen mit Langen von 
etwa 200 bis 600 Basenpaaren (bp), die mittels genspezifi- 
scher Primer amplifiziert werden, deren Identitat durch Teil- 
sequenzierung uberpriift wird und die dann gezieit an be- 
kannten Platzen beispielsweise auf einer Nylonmembran an- 
gebracht werden. 

[0012] Werden die markierten Proben mit dem planaren 
Chip in Kontakt gebracht, so kann es auf einzelnen Feldern 
zu einer Kopplung, beispielsweise einer Hybridisierung, mit 
komplementaren Sonden kommen. In Fallen, in denen eine 
Markierung der Proben nicht zweckmaBig ist, kann auch 
nach Binduhg der Proben an die Sonden der Chip mit geeig- 
neten markierten Rezeptoren, die spezifisch an die Proben 
bin'den, in Kontakt gebracht werden. In beiden Fallen wer- 
den Fluoreszenz- oder Chemilumineszenzmarker auf denje- 
nigen Feldeiementen immobilisiert, wo eine Bindung zwi- 
schen Sonden und Proben stattgefunden hat. Bei fluores- 
zenzopuschen Nachweismethoden wird der Chip dann mit 
Licht einer geeigneten Wellenlange bestrahlt, so daB die 
Fluoreszenzfarbstoffe angeregt werden und Fluoreszenz- 
strahlung emittieren. Bei einer Nachweismethode durch Lu- 
mineszenz wird kein externes Anregungslicht benotigt. 
Vielmehr verwendet man chemilumineszierenden oder bio- 
lumineszierenden Systeme als Marker zur Signalerzeugung. 
Die Fluoreszenz- oder Lumineszenzstrahlung erzeugt ein 
Muster aus hellen und dunklen Feldeiementen auf dem pla- 
naren Trager, das aufgezeichnet wird. Informationen iiber 
die Probe kann man also dadurch erhalten, daB man das 
Hell/Dunkel-Muster mit dem bekannten Muster der an die 
Trageroberflache fixierten biologischen Sonden vergleicht. 
[0013] Die fortschreitende Miniaturisierung hat zu einer 
groBen Anzahl von Feldeiementen auf einem einzelnen pla- 
naren Trager gefuhrt, die bei kommerziellen Anwendungen 
in kurzer Zeit sehr zuverlassig vermessen werden miissen. 
Zum ortsaufgelosten fluoreszenzoptischen Nachweis von 
auf einem Biochip immobilisierten Substanzen werden 
heute hauptsachlich sogenannte Scanner eingesetzt, bei de- 
nen die Oberflache des Chips mit einem fokussierten Laser- 
strahl abgetastet und das emittierte Fluoreszenzlicht detek- 
tiert wird. Ein entsprechender Fluoreszenzscanner wird von 
der Firma Hewlett-Packard fur die Auswertung von Bio- 
chips der Firma Affymetrix hergestellt und ist in den US-Pa- 
tenten 5,837,475 und 5,945,679 detaillierter beschrieben. Es 
sind auch Scanner bekannt, bei denen ein konfokales Anre- 
gungs- und Detektionssystem in ein Epifluoreszenzmikro- 
skop integriert ist. Als Detektionssysteme fur das emittierte 
Fluoreszenzlicht werden bei Scannern meist sogenannte 
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Einkanalsysteme, alsd^^^ielsweise einzelne Photozellen 
oder Sekundarelektronenvervielfacher (Photomultiplier) 
verwendet. 

[0014] . Es sind jedoch auch zweidimensionale Detektions- 
5 systeme, wie beispielsweise CCD-Kameras bekannt, die so- 
wohl zur Detektion von Fluoreszenzlicht als auch zur De- 
tektion von Chemilumineszenzlicht einer Probe verwendet 
werden konnen. Kommerziell erhaltliche Systeme besitzen 
entweder ein optisches Abbildungssy stern, welches unter 
10 Verwendung von Linsenoptiken die mit Chemilumineszenz- 
rnarkem oder Ruoreszenzmarkern versehene Biochipober- 
flache auf einen CCD-Sensor abbilden, oder eine Kombina- 
tion aus einem Bildverstarker (Image Intensifier) und einer 
CCD-Kamera. 

15 [0015] Die bekannten Fluoreszenz- oder Lumineszenzde- 
tektionssy steme fur Biochips weisen jedoch Nachteile auf. 
So sind CCD-Kameras mit einer Linsenoptik meist recht 
teuer, da entweder aufwendig korrigierte aspharische Objek- 
tive verwendet werden oder bei Einsatz einer weniger auf- 

20 wendigen Abbildungsopuk eine Korrektur der Bildverzer- 
rung und Vignettterung durch eine komplexe Bildbearbei- 
tungssoftware erforderlich ist. Fur eine ausreichend hohe 
Empfindlichkeit ist es auBerdem meist notwendig, mit ge- 
kiihlten CCD-Sensoren oder sogenannteh "Slow-Scan, Full- 

25 Frame Scientific Chips" zu arbeiten. Auch die Verwendung 
von Bildverstarkern ist neben den hohen Kosten mit weite- 
ren Nachteilen verbunden. So ist zum Betrieb eines Bildver- 
starkers ein HochspannungsanschluB an der Abbildungsop- 
tik erforderlich, was beim Arbeiten mit waBrigen Medien, 

30 wie beispielsweise Puffern, Gefahren fur den Benutzer mit 
sich bringt. Soweit Faseroptiken verwendet werden, treten 
Verluste beim Ein- und Auskoppeln des Ruoreszenz- oder 
Lumineszenzlichtes in die Fasern auf. AuBerdem ist die 
Auflosung von faseroptischen Abbildungssystemen be- 

35 grenzt. 

[0016] Der vorliegenden Erfindung liegt daher das techni- 
sche Problem zugrunde, ein einfaches und kostengunstiges 
Bildgebungssystem zur ortsaufgelosten Detektion von elek- 
tromagnetischer Strahlung, insbesondere Lumineszenz- 

40 und/oder Ruoreszenzstrahlung, die von auf einer planaren 
Oberflache eines Tragers, insbesondere eines Biochips, im- 
mobilisierten Substanzen emittiert wird, anzugeben. 
[0017] Zur Losung dieses Problems schlagt die Erfindung 
vor, einen bildgebenden photoelektrischen Flachensensor 

45 zur Kontaktabbildung einer Oberflache eines Biochips zu 
verwenden. Uberraschenderweise wurde gefunden, daB es 
moglich ist, die Ruoreszenz- oder Lumineszenzstrahlung, 
die von auf einer im wesentlichen planaren Oberflache eines 
Biochips immobilisierten Substanzen emittiert wird, orts- 

50 aufgelost und mit hoher Empfindlichkeit zu detektieren, in- 
dem man einen bildgebenden photoelektrischen Flachen- 
sensor in moglichst geringem Abstand von der Oberflache 
des Biochips anordnet, die immobilisierten Substanzen zur 
Emission von elektromagnetischer Strahlung, vorzugsweise 

55 von Licht im sichtbaren und/oder infraroten und/oder ultra- 
violetten Spektralbereich anregt, und die emittierte Strah- 
lung ohne Verwendung eines abbildenden optischen Sy- 
stems photoelektrisch detektiert. 

[0018] Unter dem Begriff "Anregung" ist hier nicht nur 
60 eine Ariregung durch Einstrahlung von elektromagnetischer 
Strahlung zu verstehen, wie dies beispielsweise zur Ruores- 
zenzdetektion erforderlich ist. Vielmehr soli der Begriff 
"Anregung" jegliche Beeinflussung der immobilisierten 
Substanzen umfassen, die mit der anschlieBenden Emission 
65 von Licht verbunden ist, insbesondere auf der Basis von 
Chemi- oder Biolumineszenz. Wenn hier von "immobilisier- 
ten Substanzen" die Rede ist, so bedeutet dies nicht, daB die 
entsprechenden Substanzen vollig unbeweglich sind. Viel- 
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mehr soil damit ausgedriickt weraen, daB die Beweglichkeit 
der Sonden innerhalb eines Inkubauons- undVoder MeBinter- 
valls, also im Sekunden- oderMinutenbereich, so gering ist, 
daB noch eine eindeutige raumliche Zuordnung der Sub- 
stanz zu einem Feldelement des Biochips moglich ist. 5 
[0019] Mit der Erfindung sind zahlreiche Vorteile verbun- 
den: 

Das erfindung sgemaBe Detektionssystem ist besonders ko- 
stengiinstig, da es ohne Linsenoptiken, Bildverstarker oder 
Faseroptiken zur Abbildung des Biochips auf dern Flachen- 10 
sensor auskommt. Herkommliche, mit Optiken arbeitende 
Systeme mussen hohe Signalverluste durch die Optik in 
Kauf nehmen. AuBerdem kornmt durch den kleineren 
Raumwinkel der optischen Abbildungssysteme iiber eine 
grbBere Distanz nur ein Bruchteil des Ausgangssignals am 15 
Detektor an. Diese Verluste mussen bei den bekannten De- 
tektoren durch teure Hochleistungsdetektoren oder elektro- 
nische Bildverstarker ausgeglichen werden. Dagegen ist es 
bei der vorliegenden Erfindung durch einen Verzicht auf 
jegliche Abbildungsoptik und durch die unmittelbare raurn- 20 
liche Nahe von Signalerzeugung und Detektion moglich, 
emittiertes Licht aus einem grofien Raumwinkelbereich zu 
empfangen. Daher kann auf einfachere und kostengunstige 
Detektoren zuriickgegriffen werden kann. Die hohe Signal- 
ausbeute ermoglicht auBerdem sehr kurze MeBzeiten - in 25 
manchen Fallen geniigt eine MeBzeit von weniger als 50 ms 
fur einen kompletten Biochip. 

[0020] Das Detektionssystem ist gegeniiber dem Stand der 
Technik kompakter, hochgradig miniaturisiert und einfach 
zu bedienen, da keine Fokussierung oder Justierung vorge- 30 
nommen werden rriuB. Durch Verzicht auf ein optisches Ab- 
bildungssystem konnen auch keine Bildverfalschungen, wie 
Vignettierung, Verzerrung oder Anderung der Dynamik auf- 
treten. Aufgrund seiner Kompaktheit und seiner Miniaturi- 
sierung ist das erfindungsgemaBe Detektionssystem leicht in 35 
automatische Analysensysteme integrierbai*. 
[0021] Bei ahnlicher Empfindlichkeit ist die Bedienung 
wesentlich einfacher und schneller als bei einem Rontgen- 
film. AuBerdem erhalt man direkt digitalisierte Daten, die 
weiterverarbeitet werden konnen. 40 
[0022] Als Rachensensor werden bevorzugt ein Dioden- 
oder Transistorarray, ein CCD-Sensor (etwa ein Video-, Full 
Frame- oder Zeilensensor, ein S low-Scan Scientific CCD 
oder auch ein Line-Transfer-Model) oder ein TFA-Bildsen- 
sor verwendet. TEA steht dabei fur "Thin Film on ASIC 45 
(Application Specific Integrated Circuit)". TFA-Bildsenso- 
ren bestehen beispielsweise aus einer diinnen Schicht aus 
amorphem Silizium auf einem ASIC-Sensor. Auch Zeilen- 
arrays sollen in diesem Zusammenhang unter den Begriff 
"Flachensensor" fallen, da beispielsweise lineare Zeilenar- 50 
rays aufgrund ihrer endlichen Querabmessungen stets eine 
bestimmte Flache des Biochips bedecken. 
[0023] Das Detektionssystem besteht demnach gemaB ei- 
ner bevorzugten Ausfuhrungsform aus einem bildgebenden 
Flachensensor und einem Biochip, der fur die Messung di- 55 
rekt auf die Sensorflache gelegt wird. Zwischen Flachensen- 
sor und Biochip kann ein Abstandshalter angeordnet sein, 
der beispielsweise einen Reaktionsraum definiert, der im 
Fall einer Chemi- oder Biolumineszenznachweismethode 
mit Lumineszenzsystemkomponenten, in der Regel an der 60 
Lumineszenzreaktion beteiligten Reaktanden, z. B. Chemi- 
lumineszenzsubstrat, oder, falls das Substrat auf der Chip- 
oberflache fixiert ist, mit Enzymlosung gefullt werden kann. 
Durch Aktivierung des Substrats wird Chernilumineszenz- 
oder Biolumineszenzstrahlung emittiert und vorn Flachen- 65 
sensor ortsaufgelost photoelektrisch detektierl. 
[0024] . Typischerweise werden Rachensensoren mit mehr 
als 10 000 Pixeln verwendet. Die Sensorflache ist vorzugs- 
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weise wenigstens so groJTTvird die abzubildende Oberflache 
des Biochips und betragt iiblicherweise 40 bis 100 mm 2 . Da 
samtliche Pixel des Flachensensors gleichzeitig belichtet 
werden, sind schnelle Messungen zeitgleich iiber eine groBe 
Rache hinweg moglich. Der Flachensensor ist bevorzugt im 
wesentlichen parallel zur Oberflache des Biochips orientiert, 
kann aber ansonsten weitgehend beliebig im Detektionssy- 
stem angeordnet sein, beispielsweise horizontal, vertikal 
oder in einer "upside down M -Orientierung. 
[0025] Der direkte Kontakt bzw. der sehr geringe Abstand 
zwischen Rachensensor und Oberflache des Biochips ent- 
spricht einer Art Kontaktbelichtung, wie sie von Filmen 
oder Photoplatten her bekannt ist, ohne allerdings deren spe- 
zifischen Nachteile in Kauf nehmen zu mussen: So ist her- 
kommlicherweise fur jedes Bild ein neuer Film oder eine 
neue Photoplatte notwendig, die anschliefiend aufwendig 
entwickelt und fixiert werden mussen. Bevor die mit her- 
kommlichen Filmen oder Photoplatten aufgenommenen Bil- 
der rechnerisch bearbeitet oder ausgewertet werden konnen, 
mussen sie nach der Entwicklung noch digitalisiert werden. 
Im Gegensatz dazu lass en sich die von dem bildgebenden 
photoelektrischen Flachensensor gelieferten Signale wah- 
rend der Belichtung digitalisieren und rechnerisch bearbei- 
ten. Die Signalintegrationszeit ist variabel und kann je nach 
Art des verwendeten Bildsensors bzw. der Starke des Che- 
milumineszenzsignals gewahlt und gegebenenfalls sogar 
erst wahrend der laufenden Messung endgiiltig festgelegt 
werden. AuBerdem kann der Rachensensor oder das ge- 
samte Detektionssystem, in das er integriert, ist nach einer 
Messung gewaschen, getrocknet und erneut benutzt werden 
[0026] Wenn man einen Bildsensor, beispielsweise ein Vi- 
deo-CCD-Sensor mit niedrigem dynamischen Bereich ver- 
wendet, kann der MeBbereich durch geeignete Steuersoft- 
ware durch automatische Variation der Belichtungszeit auf 
mindestens 10 Bit ausgeweitet werden. Scientific-CCDs 
sind sogar mit einem MeBbereich von 12 bis 18 Bit erhalt- 
lich. Bei Verwendung von sogenannten "locally adaptive 
TFA-Sensoren" ist es sogar moglich, die von herkbmmli- 
cher CMOS- bzw. CCD-Technologien her bekannte dyna- 
mische Bandbreite von 70 dB durch Trennen der Pixelinfor- 
mation in zwei separate Signale auf eine dynamische Band- 
breite von 150 dB oder mehr zu erhohen. 
[0027] Das bei der Kontaktabbildung der Oberflache eines 
Biochips erzielbare raumliche Auflosungsvermogen wird 
einerseits durch die PixelgroBe des Rachensensors und an- 
dererseits durch den Abstand des Biochips vom Rachensen- 
sor bestimmt. Sofern zwischen Flachensensor und Biochip 
ein Reaktionsraum zur Durchfuhrung von Chemi- oder Bio- 
lumineszenzreaktionen vorgesehen ist, wird ein raumliches 
Auflosungsvermogen von 20 urn oder besser angestrebt. In 
Fallen, in denen ein direkter Kontakt von Rachensensor und 
Biochip realisiert werden kann, entspricht das Auflosungs- 
vermogen der PixelgroBe des Sensor selbst 
[0028] Als Biochip konnen alle Formate gewahlt werden, 
die iiber eine planare Oberflache verfugen oder bei denen 
die aktiven Substanz nicht in Vertiefungen immobilisiert 
sind, die defer sind als die gewiinschte raumliche Auflo- 
sung. Die Biochips weisen an einer planaren Tragerobertla- 
che immobilisierte Substanzen auf, wobei diese immobili- 
sierten Substanzen an der Oberflache fixierte biologische 
Sonden und/oder an die Sonden gebundene Proben sein 
konnen. Dabei konnen die Sonden, die Proben, die Sonden 
und die Proben oder gegebenenfalls weitere an die Sonden 
oder die Proben bindende Substratmolekiile markiert sein. 
[0029] Als Tragermaterial konnen folgende Stoffe ver- 
wendet werden: Glas (Standardglas, Pyrexglas, Quarzglas), 
Kunststoffe bevorzugt hoher Reinheit bzw. geringer Eigen- 
fluoreszenz (wie Polyolefine, z. B. PE (Polyethylen), PP 
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(Polypropylen), PolymethylJ^^b, Poiystyrol, PMMA 
(Poly(methylmethacrylat)), Polycarbonat, Teflon), Metalle 
(wie Gold, Chrom, Kupfer, Titan, Silizium), oxidische Ma- 
ted alien bzw. Beschichtungen (Keraniiken, aluminiumdo- 
tiertes Zinkoxid (TCO), Silica, Aluminiumoxid). Die Tra- 
germateri alien konnen als Membranen (wie Polysacharide, 
Polycarbonat, Nation), dreidimensionale Strukturen (etwa 
Gele z. B. Polyacrylamid, Agarose, Keramiken) oder auch 
Forrnteile aus obigen Materi alien, wie Folien und Dipsticks, 
ausgebildet sein. Fur eine bessere Haftung, die Reduzierung 
unspezifischer Bindung oder fur eine kovalente Ankopplung 
der Sonden kann das Aufbringen einer Zwischenschicht 
oder eine Voraktivierung der Oberflache notwendig sein, 
z. B. durch Silane (Alkylsilane, Epoxysilane, Aminosilane, 
Carboxysilane), Polyrnere (Polysaccharide, Polyethylengly- 
col, Poiystyrol, polyfluorierte Kohlenwasserstoffe, Polyole- 
fine, Polypeptide), Alkylthiole, derivatisierte Alkylthiole, 
Lipide, Lipid-Doppelschichten oder Langmuir-Blodget 
Mernbranen. 

[0030] Die Aufbringung der Sonden auf die Oberflache 
erfolgt durch Pipettieren, Dispensieren, Drucken, Stempeln 
oder in situ Synthese (wie z. B. photolithographische Tech- 
niken). Es werden bevorzugt verschiedene Sonden in einem 
zweidimensionalen Muster auf die Oberflache aufgebracht. 
Jeder Sonde kann dann eine eindeutige Position auf der 
Oberflache zugeordnet werden. Die Ankopplung der Son- 
den kann kovalent, adsorptiv oder uber physikalisch/chemi- 
sche Wechselwirkungen der Sonden mit der Oberflache er- 
folgen. Es konnen alle bekannten Techniken eingesetzt wer- 
den. 

[0031] Mit Sonden sind Strukturen gerneint, die mit einem 
oder mehreren Targets (Proben) in spezifische Wechselwir- 
kung treten konnen, So dienen Biochip-Sonden in der Regel 
zur Untersuchung biologischer Targets, insbesondere Nu- 
kleinsauren, Proteine, Kohlenhydrate, Lipide und Metabo- 
lite. Als Sonden werden bevorzugt verwendet: Nukleinsau- 
ren und Oligonukleotide (einzel- und/oder doppelstrangige 
DNA, RNA, PNA, LNA in Reinform oder auch in Kombi- 
nationen), Antikorper (humane, tierische, polyklonale, mo- 
noklonale, rekombinante, Antikorperfragmente, z. B. Fab, 
Fab', F(ab) 2 , synthetische), Proteine (etwa Allergene, Inhibi- 
toren, Rezeptoren), Enzyme (etwa Peroxidasen, Alkalische- 
Phosphatasen, Glukose-Oxidase, Nukleasen), kleine Mole- 
kiile (Haptene): Pestizide, Hormone, Antibiotika, Phar- 
maka, Farbstoffe, synthetische Rezeptoren oder Rezeptorli- 
ganden. Besonders bevorzugt handelt es sich bei den Son- 
den um Nukleinsauren, insbesondere Oligonukleotide. 
[0032] Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist auBer- 
dem ein Verfahren zur ortsaufgelosten Detektion von elek- 
tromagnetischer Strahlung, insbesondere von Chemilumi- 
neszenz-, Biolumineszenz- und Fluoreszenzstrahlung, die 
von auf einer planaren Oberflache eines Tragers immobili- 
sierten Substanzen emittiert wird, wobei man einen bildge- 
benden photoelektrischen Rachensensor in geringem Ab- 
stand von der Oberflache des Tragers anordnet, die immobi- 
lisierten Substanzen zur Emission von elektromagnetischer 
Strahlung anregt und die emittierte Strahlung ohne Verwen- 
dung eines abbildenden optischen Systems photoelektrisch 
detektiert. 

[0033] Bevorzugt detektiert man eine von den immobili- 
sierten Substanzen emittierte Chemilumineszenz- und Bio- 
lumineszenzstrahlung. In diesem Fall ist keine EinstrahLung 
von Anregungslicht erforderlich, so daB das erfindungsge- 
maBe Detektionssystem besonders kostengunstig realisiert 
werden kann. Die Detektion von Lumineszenzstrahlung hat 
auBerdem den Vorteil, daB die Strahlung direkt von der 
Oberflache des planaren Tragers stammt und keine storende 
Streustrahlung aus dem den Trager bedeckenden Reaktions- 
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raum oder dem Trager^^Wt ausgestrahlt wird. 
[0034] Bei Che mi- oder Biolumineszenzmessungen kann 
das System so ausgelegt sein, daB schon die Bindung der 
Probe an die Sonde zur Lichtemission fuhrt. In diesen Fallen 
5 werden die fur die Lumineszenzreaktion erforderlichen Sy- 
sternkornponenten durch Bildung eines Sonden/Proben- 
Kornplexes bereitgestellt. Es ist auch moglich, daB erst nach 
der Bindung von Sonde und Probe in einem weiteren Schritt 
noch erforderliche Komponenten, z. B. ein geeignetes Che- 

10 milumineszenzsubstrat, zugegeben werden, die durch - nun- 
mehr selbst an die fixierten Sonden gebundene - Proben zu 
lichtemittierenden Produkten umgesetzt werden. Vorzugs- 
weise erzeugt man die ChemilumineszenzstrahLung auf der 
Oberflache des planaren Tragers durch enzymadsche Reak- 

15 tionen. Dazu wird entweder ein Chemilumineszenzsubstrat 
oder ein Enzymkomplex auf dem Trager fixiert und eine Lo- 
sung des Enzyms bzw. eines Chemilumineszenzsubstrates 
zugegeben. Beim Umsatz des Substrates wird Licht emit- 
tiert. Jedenfalls werden die nachzuweisenden auf dem Bio- 

20 chip immobilisierten Substanzen ublicherweise mit einem 
Lurnineszenzmarker versehen. Dies kann direkt erfolgen 
(Verwendung von Enzymen z. B. Meerrettichperoxidase 
(POD) oder Enzymsubstraten (z. B. Lurninol)) oder uber ei- 
nen mehrstufigen ProzeB (Einfiihrung eines primaren Labels 

25 wie Biotin oder Digoxigenin (DIG) und Nachinkubadon mit 
Lurnineszenzmarkern wie POD-markiertem Strep tavidin 
oder anti-DIG). Der letzte Schritt ist ublicherweise die Zug- 
abe von Enzymsubstratlosung oder, wenn Substratmolekule 
wie Lurninol als Marker verwendet wurden, von Enzymlp- 

30 sung. Die Verwendung von Enzymen als Marker hat den 
Vorteil, daB durch die Enzymreaktion eine enorme Signa- 
lamplifikation erreicht wird. Alle chemilumineszierenden 
oder biolurnineszierenden Systeme sind als Marker zur Si- 
gnalerzeugung bei der Biochipauswertung denkbar, z. B. 

35 Alkalische Phosphatase mit Dioxetan-(AMPPD) oder Acri- 
diniumphosphat-Substraten; MeerreUichperoxidase mit Lu- 
rninol- oder Acridiniurnester-Substraten; Mikroperoxidasen 
oder Metallporphyrinsy steme mit Lurninol; Glucoseoxi- 
dase, Glucose- 6;phosphatdehydrogenase; , oder auch Luci- 

40 ferin/Luciferase-Systerne. 

[0035] GemaB einer anderen Ausflihrungsform der Erfin- 
dung wird eine von den immobilisierten Substanzen emit- 
tierte Fluoreszenzstrahlung detektiert. Gegenuber den enzy- 
matischen Chemilumineszenzsystemen haben Fluoreszenz- 

45 farbstoffe den Vorteil, daB die Messung direkt nach Einfuh- 
rung des Markers erfolgen kann. Enzym- oder Proteinmar- 
ker (beispielsweise der haufig eingesetzte Biotin/Streptave- 
din-Komplex) benotigen dagegen einen weiteren Inkubati- 
onsschritt, in welchem der Enzymmarker eingefuhrt und die 

50 Substratlosung zugegeben wird. Allerdings ist fiir Fluores- 
zenzmessungen die Einstrahlung von Anregungslicht not- 
wendig. Da der Rachensensor und die Oberflache des Bio- 
chips nur in einem geringen Abstand voneinander angeord- 
net sind, wird vorzugsweise ein Trager verwendet, in den 

55 beispielsweise von der dem Trager abgewandten Riickseite 
her Anregungslicht eingekoppelt werden kann. Das einge- 
koppelte Anregungslicht wird dann unter Totalreflexion in 
dem Trager gefiihrt, wobei die Anregung der auf der Ober- 
flache des Tragers immobilisierten Substanzen durch eva- 

60 neszentes Licht erfolgt. Hierbei ist selbstverstandlich auf ein 
moglichst fluoreszenzarmes Tragermaterial. zu achten. Zur 
Unterdruckung von Streulichtanteilen in dem vom Flachen- 
sensor detektierten Signal konnen Sensoren mit schneller 
Ansprechzeit verwendet werden. Bei Anregung mit kurzen 

65 Lichtimpulsen kann dann der Streulichtanteil durch zeitliche 
Diskriminierung vom eigenllich interessierenden, zeitlich 
verzogerten Fluoreszenzsignal unterschieden werden. 
[0036] Es ist erfindungsgemaB schlieBlich auch moglich, 
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die zu untersuchenden Substanzen direkt auf dem photo- 
elektrischen Flachensensor zu irnmobilisieren. In diesem 
Fall dient der Flachensensor gleichzeitig als Trager fur die 
Substanzen. Der Trager kann dann beispielsweise eine 
diinne Quarzschicht sein, die direkt auf den photoelektri- 5 
schen Zellen des Flachensensors als Schutzschicht vorgese- 
hen ist. Die Oberflache des Flachensensors kann dazu auch 
geeignet beschichtet sein (z. B. kann eine hydrophobe Ober- 
flache durch Silanisierung erzeugt werden): 
[0037] Der Flachensensor kann in eine DurchfluBzelle in- 10 
tegriert werden. Es konnen zusatzlicbe Einrichtungen zur 
Substratzugabe, zum Waschen oder zum Trocknen vorgese- 
hen sein. 

[0038] Die vorliegende Erfindung kann beispielsweise zur 
Ausweftung von nichtkompetitiven oder kornpetitiven Test- 15 
verfahren genutzt werden. Bei nichtkompetitiven bindet die 
zu analysierende Probe an die auf der Oberflache des Bio- 
chips vorab immobilisierte Sonde. Die Probe kann man zu- 
vor mit einem Chemilumineszenzmarker versehen. Es ist 
auch moglich, daB die Probe zuerst an die fixierte Sonde bin- 20 
det und in einem zweiten Schritt markiert wird (z. B. bei Pri- 
mer Extension oder Rolling Cycle PGR). In all diesen Fallen 
erhalt man ein MeBsignal, das um so groBer ist, je mehr ge- 
bundene Probenmolekule vorhanden ist. Es ist auch mog- 
lich, daB durch die Wechselwirkung der Probe mit den auf 25 
der Oberflache immobilisierten Sonden die Aktivitat des die 
Chemilumineszenz katalysierenden Enzyms verandert wird 
(Abschwachung, Verstarkung, z. B. Enzymhemmtests) und 
diese Anderung als MeBsignal registriert wird. Als Beispiele 
fur nichtkompetitive Testverfahren konnen Hybridisie- 30 
rungsreaktionen von PCR-Produkten oder markierter DNA/ 
RNA an auf der Oberflache immobilisierte Oligonukleotide 
oder cDNA oder Sandwichimmunoassays genannt werden. 
Bei kompetitive Testverfahren wird der Probe eine mar- 
kierte Substanz zugesetzt, die ahnliche Bindungseigenschaf- 35 
ten zu den auf der Oberflache immobilisierten Sonde hat wie 
die Probe selbst. Es findet eine Konkurrenzreaktion zwi- 
schen Probe und Marker um die begrenzte Anzahl von Bin- 
dungsplatzen auf der Oberflache statt. Man erhalt ein Signal, 
das um so niedriger ist, je mehr Probenmolekule vorhanden 40 
ist. Beispiele hierfur sind Immunoassays (ELISA) oder Re- 
zeptorassays. 

[0039] Die vorliegende Erfindung wird im folgenden un- 
ter Bezugnahme auf in den beigefugten Zeichnungen darge- 
stellte Ausfuhrungsbeispiele ausfuhrlicher beschrieben. 45 
[0040] In den Zeichnungen zeigt: 

[0041] Fig. 1 eine schematische Explosionsdarstellung ei- 
ner Vorrichtung zur Kontaktabbildung der von einem Bio- 
chip emittierten Chemilumineszenzstrahlung; 
[0042] Fig. 2 einen Teilschnitt der Anordnung von Fla- 50 
chensensor und Biochip der Vorrichtung der Fig. 1; 
[0043] Fig. 3 einen Teilschnitt einer alternativen Anord- 
nung von Flachensensor und Biochip zur Detektion von 
Chemilumineszenzstrahlung; 

[0044] Fig. 4 eine alternative Anordnung von Biochip und 55 
Flachensensor zur Detektion von Fluoreszenzstrahlung; 
[0045] Fig. 5a eine CCD-Kontaktbelichtungsaufnahme 
der von einem Biochips emittierten Chemilumineszenz- 
strahlung; 

[0046] Fig. 5b den Intensitatsverlauf des Chemilumines- 60 
zenzsignals entlang einer Linie in Fig. 5a; 
[0047] Fig. 6a eine mit einem Rontgenfilm gewonnene 
Aufnahme des Biochips der Fig. 5a; 

[0048] Fig. 6b den Intensitatsverlauf entlang einer Linie 
in Fig. 6a; 65 
[0049] Fig. 7 eine CCD-Kontaktbelichtungsaufnahrne der 
von einem Protein-Chip emittierten Chemilumineszenz- 
strahlung; 
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[0050] Fig. 8 eine CCl^Kontaktbelichtungsaufnahine der 
von einem DNA-Chip emittierten Chemilumineszenzstrah- 
lung; 

[0051] Fig. 9 ein Diagramrn, das die Intensitat des Chemi- 
lumineszenzsignais in Abhangigkeit von der immobilisier- 
ten Oligonukleotidkonzentration wiedergibt; 
[0052] Fig. 10 ein Diagramrn, das zeigt, wie bei dem er- 
findungsgemaBen Verfahren der MeBbereich durch unter- 
schiedliche Belichtungszeiten vergroBert werden kann; 
[0053] Fig. 11 eine CCD-Kontaktbelichtungsaufnahme 
der von einem weiteren DNA-Chip emittierten Chemilumi- 
neszenzstrahlung; 

[0054] Fig. 12 eine Diagramrn, das eine aus der Auf- 
nahme der Fig. 11 ermittelte Diskriminierungsrate veran- 
schaulicht; 

[0055] Fig. 13 eine CCD-Kontaktbelichtungsaufnahme 
eines diagnostischer Biochips zur Mutationsbestimmung in 
Onkogenen. 

[0056] In Fig. 1 ist schematisch eine Explosionsdarstel- 
lung eines Detektions systems 10 zur Durchfuhrung des er- 
findungsgemaGen Verfahrens dargestellt. Im dargestellten 
Beispiel dient das Detektionssystem 10 zur ortsaufgelosten 
Messung von Chernilumineszenzstrahlung. Die Chemilumi- 
neszenzstrahlung wird von Substanzen emittiert, die auf der 
planaren Oberflache 11 eines funktionalisierten Bereichs 12 
eines Biochips 13 immobilisiert sind. Dazu wird der Biochip 
13 in mdglichst geringem Abstand von einem Flachensensor 
14, beispielsweise einem CCD- Chip, angeordnet (vergl. 
Fig. 2). Der Flachensensor 14 kann dann ohne Zwischen- 
schaltung eines abbildenden optischen Systems, wie bei- 
spielsweise einer Linsen- oder einer Faseroptik, ein ortsauf- 
gelostes zweidimensionales Abbild der von der Oberflache 
des funktionalisierten Bereichs 12 emittierten Chemilumi- 
neszenzstrahlung detektieren. In dem in Fig. 1 dargestellten 
Beispiel liegt der Biochip . 13 auf einer den Flachensensor 14 
umgebende Dichtung 15. Die Dichtung 15 besitzt eine 
Hohe, die so gewahlt ist, daB bei auf geleg tern Biochip zwi- 
schen der Oberflache 11 des funktionalisierten Bereichs 12 
und dem Flachensensor 14 ein Reaktionsraum 16 ausgespart 
bleibt, der beispielsweise vor Auflegen des Biochips 13 mit 
einer in der Regel waBrigen Losung eines Chemilumines- 
zenzsubstrates gefullt werden kann. Die gesamte Anord- 
nung aus Biochip und Flachensensor ist von einem Gehause 
17 umgeben, welches durch einen Deckel 18 lichtdicht ver- 
schlossen werden kann. Nach Auflegen des Biochips 13 
wird Chemilumineszenzsubstrat von im funktionalisierten 
Bereich 12 immobilisierten Enzymen umgesetzt, was mit ei- 
ner Lichternission verbunden ist. per Abstand zwischen der 
Oberflache des Biochips 13 und dem Flachensensor 14 ist so 
gewahlt, daB jedes Pixelelement des Sensors 14 im wesent- 
lichen nur Licht aus unmittelbar gegenuberliegehden Berei : 
chen des Biochips empfangt. Der Abstand zwischen Fla- 
chensensor und Biochip sollte.daher nicht wesentlich groBer 
als die Kantenlange eines Pixels des Flachensensors 14 sein. 
Typischerweise liegt dieser Abstand dann im Bereich von 
5-100 um. Als Obergrenze des Abstandes ist jedenfalls der 
Durchmesser der einzelnen Feldelemente auf dem Biochip 
selbst anzusehen, da diese Feldelemente noch eindeutig 
voneinander unterschieden werden mussen. 
[0057] Bei einer besonders einfache Ausfuhrungsform der 
Vorrichtung zur Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Ver- 
fahrens kann die Substratlosung manuell in den Reaktions- 
raum 16 gefullt werden. Bei einer automatisierten Anord- 
nung konnen dazu beispielsweise auch Pipettierroboter ver- 
wendet werden. Es ist jedoch auch moglich, den Reaktions : 
raum 16 mit Hilfe von einer oder mehreren Leitungen 19, 20 
zu befullen bzw. zu spulen. Prinzipiell konnen folgende Au- 
tomatisierungsschritte einzein oddr in Kombination reali- 
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siert werden: Einlegen bzvv. "V^^Pem cier Biochips 13, Zug- 
abe von Substratlosung, sowie nach der Messung Waschen 
und Trocknen des Sensors 14. Der Flachensensor kann in 
eine FluBzelle, insbesondere in ein automatisches oder ma- 
nuelles FlieBinjektionssystem (FIA-System) als Teil einer 5 
DurchfluBzelle, integriert sein. Dabei konnen Flachensensor 
und Biochip mittels Abstandshalter die FluBzelle definieren. 
[0058] Das von dem Flachensensor 14 detektierte Chemi- 
lurnineszenzlicht der einzelnen Pixelelemente wird mittels 
einer Steuerelektronik 21 digitalisiert und iiber eine Dateh- 10 
leitung 22 zu einem Computer 23 iibertragen, der auch die 
Steuerung der Bildaufzeichnung, die Bildverarbeitung und 
Speicherung der Daten ubernimmt. In einer speziellen Aus- 
fiihrungsform ist der Computer direkt in das System inte- 
griert. 15 
[0059] In Fig, 2 ist die Anordnung der Fig. 1 im Teil- 
schnitt in einem grbBeren MaBstab dargestellt. Die darge- 
s tell ten Elemente sind mit denselben Bezugsziffem wie in 
Fig. 1 bezeichnet. 

[0060] Fig. 3 zeigt eine Variante einer MeBanordnung zur 20 
Detektion von Chemilumineszenzstrahlung, bei weicher der 
Biochip aus einer diinnen Folie 24 besteht, die direkt auf 
dem Flachensensor 14 liegt. Die Folie 24 weist beispiels- 
weise nur eine Dicke von 10 um auf und ist fur das Chemi- 
lumineszenzlicht durchlassig. Diese Variante besitzt den 25 
Vorteil, daB die Dicke des Reaktionsraums 16 beliebig ge- 
wahlt werden kann, da dieser sich auf der vom Sensor 14 ab- 
gewandten Seite der Folie 24 befindet und daher keinen Ein- 
fluB auf das Auflosungsvermogen des Detektionssystems 
hat. 30 
[0061] In Fig. 4 ist eine MeBanordnung zur Detektion von 
Ruoreszenzlicht dargestellt Der funktionalisierte Bereich 
12 befindet sich auf einem fur Anregungslicht transparenten 
Biochip 25. Beispielsweise mittels zweier an gegneniiberlie- 
genden Seitenkanten des Tragers aufgeklebter Prismen 26, 35 
27 wird Anregungslicht (in Fig. 4 als gestrichelte Linie an- 
gedeutet) in den Biochip 25 eingekoppelt. Ein evaneszenter 
Anteil des Anregungslichtes regt die auf der Oberflache 11 
des funktionalisierten Bereichs 12 fixierten fluoreszenzmar- 
kierten Substanzen zur Emission von Fluoreszenzlicht an, 40 
das dann von dem Flachensensor 14 registriert wird. Besteht 
das Anregungslicht und folglich auch das emittierte Ruores- 
zenzlicht aus kurzen Lichtimpulsen, kann eine nachgeschal- 
tete Elektronik das vom Flachensensor 14 registrierte Signal 
in einen moglicherweise vorhandenen Streulichtanteil und 45 
einen eigendich interessierenden, zeitlich etwas verzogert 
emittierten Fluoreszenzanteil trennen. Eine zwischen Bio- 
chip und Rachensensor angeordnete Filtereinrichtung zur 
Ausblendung des Streulichtanteils ist daher nicht erforder- 
lich. 50 

Beispiele 

[0062] Die folgenden Beispiele wurden mit einem einfa- 
chen Aufbau fur eine manuelle Bedienung, wie er in Fig. 1 55 
schematisch dargestellt ist, durchgefuhrt. Es wird ein Inter- 
line-Flachensensor mit Videofrequenz verwendet (Sony, 
768 x 576 Pixel). Derartige CCD-Sensoren sind kommer- 
ziell nur gekapselt erhaltlich, d. h. der Sensor ist in ein Ge- 
hause aus Keramik integriert und nach oben mit einer trans- 60 
parenten Abdeckung aus Glas verschlossen. Der Rachen- 
sensor wurde durch Entfernen der Abdeckung freigelegt, so 
daB ein fiir eine scharfe Abbildung erforderlicher geringer 
Abstand zwischen Sensor und Biochip realisiert werden 
kann. Nach Freilegen des Sensors wurde die Elektronik 65 
durch Abdichten mit einer VerguBmasse geschutzt, urn 
Kurzschlusse bei der Zugabe der waBrigen Substratlosung . 
zu verhindern. 
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[0063] Zugabe der SlBKtlosung, Einlegen des Biochips, 
sowie nach der Messung Waschen mit Wasser und Trocknen 
des CCD-Sensors wurden von Hand durchgefuhrt. Zum 
Schutz des CCD-Sensors kann auf diesem eine diinne Folie 
(z. B. mit einer Dicke von 3 um) oder eine diinne Schutz- 
schicht (z. B. Lackschicht) aufgebracht werden. Die auf ei- 
nem CCD-Chip normalerweise vorhandene diinne SiCV 
Schicht reicht aber zum Schutz vor der waBrigen Substratlo- 
sung aus. 

[0064] Die Ausleseelektronik ist in einem Kameramodul 
untergebracht. Das Videosignal wird von einem 8 Bit 
Frame-Grabber eines Computers digitalisiert. Durch die 
Steuerung der On-Chip Integration wird eine betrachtliche 
Empfindlichkeitssteigerung erreicht. AuBerdem laBt sich 
durch unterschiedliche Belichtungszeiten der dynamische 
Bereich des Systems erweitern. Die digitalisierten Bilddaten 
lassen sich direkt in einem gangigen Grafikformat abspei- 
chem und stehen fur eine weitere Bearbeitung unrnittelbar 
zur Verfiigung. 

[0065] Steuerung und Biiderfassung kann direkt in einem 
Speicherchip des Detektionssystems oder extern uber einen 
PC oder Laptop erfolgen. 

Bei spiel 1 

Optische Auflosung 

[0066] Fig. 5a zeigt als Beispiel fur das raurnliches Auflo- 
sungsvermogen des CCD-Sensors die Aufnahme eines Bio- 
chips. Als Trager dienten Glasoberflachen, auf die ein Array 
mit 5x6 Feldelementen aus einer diinnen Goldschicht sehr 
prazise aufgebracht wurde. Es handelte sich um mikrostruk- 
turierte quadratische Goldoberflachen mit einer Seitenlange 
von 100 um und einem Mittenabstand (Raster) von 200 um. 
Die Goldoberflachen wurden durch Behandlung mit einer 
HPDP-Biotinlosung (Pierce) biotinyliert. Um die gesamte 
Oberflache mit SH-Gruppen abzusattigen, wurden die Chips 
in einem zweiten Schritt mit Mercaptohexanol behandelt. 
An das immobilisierte Biotin konnte nun ein mit Meerret- 
tichperoxidase (POD) markiertes Strep tavidin (Streptavi- 
din-POD, Sigma, Stammlosung 1 mg/mL; Verdiinnung 
1 : 10 000) binden. Nach einem .Waschschritt und Inkuba- 
tion mit Chemilumineszenzsubstrat (SuperSignal Femto, 
ELISA, Chemilumineszenzsubstrat, Pierce) wurde der Chip 
vermessen. Bei der Aufnahme der Fig. 5a wurde eine Be- 
lichtungszeit von 12 s eingestellt. Ein Teilbild der Fig. 5a 
zeigt zwei Feldelemente in vergroBerter Darstellung, so daB 
bereits die einzelnen Pixel des CCD-Sensors sichtbar wer- 
den. In Fig. 5b ist der Verlauf des Chemilumineszenzsignals 
entlang der Linie "5b" der Fig. 5a dargestellt. Fur Ver- 
gleichsmessungen wurde der Biochip mit einem Rontgen- 
film (Medical X-Ray Film, Fuji RX, No. 036010) durch 
Kontaktbelichtung vermessen. In Abb. 6a ist das mit dem 
Rontgenfilm bei einer Belichtungszeit von ebenfalls 12 s er- 
zielte Ergebnis dargestellt. Fig. 6b zeigt die Schwarzungs- 
kurve des Films entlang der Linie "6b" der Fig. 6a. Insbe- 
sondere aus dem Vergleich der Fig. 5b und 6b wird deutlich, 
daB mit dem erflndungsgemaBen MeB aufbau Setup 100 um 
Strukturen gut aufgelost werden konnen und die erhaltene 
Auflosung, sowie das Signal/Rausch-Verhaltnis besser sind 
als mit dem verwendeten Standardrontgenfilm. Die Emp- 
findlichkeit des CCD-Chips entsprach in diesem Format der 
des Rontgenfilms. 
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BeispieT 
Protein-Chip 
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[0067] Die Oberflache eines Glasobjekttragers wurde mit 
Trimethylchlorsifan silanisiert. Auf dieser' Oberflache 
wurde ein Anti-Peroxidaseantikbrper (Anti-Peroxidaseanti- 
korper, rabbit, Sigma) in einzelnen Spots und unterschiedli- 
chen Konzentrationen adsorptiv immobilisiert. Nach einer 
Inkubationszeit von 3 h wurde die Oberflache mit einer Mi- 
schung aus BSA und Casein geblockt. Die Chips wurden 
nun 30-60 min mit unterschiedlichen Konzentrationen an 
Peroxidase (Peroxidase aus Meerrettich, Grade I, Boehrin- 
ger, Stammlosung 5 mg/mL) inkubiert, gewaschen, mit 
Chemilumineszenzsubstrat versetzt und mit dem Detekti- 
onssystem (CCD-Chip, 3 um Folie, 1,5 uL Substratlosung, 
Biochip aufgelegt) vermessen. Das Ergebnis der Messung 
ist in Fig. 7 dargestellt. Man erkennt einen Protein-Chip mit 
manuell aufgebrachten Spots mit 3 verschiedenen Anti- 
POD-Antikorperkonzentrationen (Spalten von links nach 
rechts: Verdunung 1 : 100, 1 : 1000, 1 : 10000; POD-Ver- 
dunnung 1 : Belichtungszeit 35 s). Bei diesem Testfor- 
mat war die Empfindlichkeit um eine GroBenordnung hoher 
als unter identischen Bedingungen mit dem Rontgenfilm. 

Bei spiel 3 



10 



15 



20 



25 



35 



40 



DNA-Chip 

[0068] Auf Kunststofftragem wurden 18-mer Oligonu- 30 
kleotide kovalent immobilisiert (Sequenz: 5TATT- 
CAGGCTGGGGGCTG-3'). Es wurde mit einer komple- 
mentaren 18-mer Sonde, die am 5-Ende biotinyliert war, 
hybridisiert (5 x SSP, 0.1% Tween, lh)..Nach einem 
Waschritt wurde mit Streptavidin-POD inkubiert (Verdiin- 
nung 1 : 100; 5 x SSP, 0.1% Tween 20; 30 min) und nach 
Waschen mit dem bereits im Beispiel 2 beschriebenen Auf- 
bau vermessen. Fig. 8 zeigteine Ubersicht eines homogen in 
einem Array aus 5 x 5 FeldeLementen gespotieten Biochips. 
Es ist auch moglich das Streptavidin-POD bereits der Hybri- 
disierungslosung zuzusetzen. Auf diese Weise wird die Zahl 
der Inkubations- und Waschschritte reduziert und der Test 
ist in Durchfuhrbarkeit und Schnelligkeit (bis auf die Sub- 
stratzugabe) mit Fluoreszenzsystemen vergleichbar. 
[0069] Die Nachweisgrenze fur die Detektion von DNA 45 
wurde bestimmt, indem DNA-Chips nach oben beschriebe- 
nem Schema mit ansteigenden Konzentrationen an Biotin- 
sonde hybridisiert wurden. Das Ergebnis ist in Fig. 9 darge- 
stellt. Die Nachweisgrenze liegt in diesem Format (Belich- 
tungszeit 15) bei einer Absolutmenge an DNA von unter 50 
10~ 16 mol und wird durch den Hintergrund, d. h. die unspe- 
zifische Bindung von Streptavidin-POD an die immobili- 
sierten Oligonukleotide limitiert. 

[0070] Der dynamische Bereich des hier verwendeten Vi- 
deo-CCD-Chips von 8 Bit kann durch unterschiedliche Be- 55 
Lichtungszeiten ausgeglichen werden. Die Ergebnisse ent- 
sprechender experimenteller Untersuchungen sind im Dia- 
gram der Fig. 10 dargestellt. Auf diese Weise ist eine Erwei- 
terung des MeBbereiches auf 10 Bit und dariiber moglich. 
[0071] Wie bei anderen Detektionsmethoden ist durch die 60 
Wahl von stringenten Bedingungen (20 min Waschen mit 
0.3 x SSPE und 25% Formamid nach der Hybridisierung) 
eine gute Diskriminierung zwischen Perfect-Match (PM) 
und einfachen Mismatch (mm) Proben moglich. Fur die 
oben erwahnten immobilisierten 18-mer Oligonukleotide 65 
werden bei Einfuhrung eines CC-Mismaches an Position 7 
Diskriminierungsraten von iiber 10 erreicht. In Fig. 11 ist 
die entsprecheride CCD-Kontaktbelichtungsaufnahme des 



resultierenden ChemilunTTneszenzsignals eines DNA-Chips 
dargestellt (Spots der linken Spalte: Perfect-Match (PM); 
Spots der rechten Spalte Mismatch (MM). Die Signalinten- 
sitaten sind im Diagramm der Fig. 12 dargestellt. Das Inten- 
sitatsverhaltnis von PM/MM betragt im dargestellten Bei- 
spiel 10,9. 

Beispiel 4 

Diagnostischer Biochip - Mutationsbestimmung in Onko- 
genen 

[0072] Es wurde ein DNA-Chip mit verschiedenen 13mer 
Capture-Probes (im mob i lis ierte Sonden) fiir 10 Mutationen 
eines Onkogens hergestellt. Zusatzlich wurde eine Sonde fiir 
den Wildtyp und eine PCR-Kontrolle integriert. Aus einer 
ZelHnie wurde DNA mit der Mutation 3 (siehe Tabelle un- 
ten) isoliert und mittels mutationsanreichender PGR ampli- 
fiziert (50 uL Ansatz mit ca. 10 ng DNA; 35 Zyklen; Primer 
an 5-Ende biotinyliert; Amplifikationslange ca. 157 Basen- 
paare). Das PCR-Produkt wurde mit 20 x SSPE auf 6 x 
SSPE eingestellt und mit 6 x SSPE 1:10 verdunnt. Vor der 
Hybridisierung wurde 1 : 1 rnit einer 1 : 100- Verdun nung 
von Streptavidin-POD in 6 x SSPE versetzt. Nach der Hy- 
bridisierung wurde mit 6 x SSPE gewaschen, der Chip mit 
Chemilumineszenzsubstrat versetzt und im Detektor ver- 
messen. Die Zuordhung def jeweiligen Mutante (Diskrimi- 
nierungsraten von iiber 20 zu anderen Mutanten) ist eindeu- 
tig moglich. In Fig. 13 ist das Ergebnis der entsprechende 
Chemilumineszenzmessung dargestellt (Biochip nach strin- 
genter Hybridisierung (1 h, 37°C 6 X SSPE); 3 s Belich- 
tung). 

[0073] Es wurden folgende Diskriminierungsraten gemes- 
sen: 



Capture Probe 

PCR-Kontrolle 
Mutante 3 
Mutante 1 
Mutante 5 
Mutante 6 
Wildtyp. 



Diskriminierung zur Mutante 3 

1.11 

1.00 
21.5 
64.4 
71.1 
10.5 



[0074] Fiir alle anderen Mutationen liegt die Diskriminie- 
rung bei > 70. 

Patentanspriiche 

1. Verwendung eines bildgebenden photoelektrischen 
Flachensensors zur Kontaktabbildung einer Oberflache 
eines Biochips. 

2. Verwendung gemaB Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, da8 der Flachensensor ein Diodenarray, ein 
CCD-Sensor oder ein TFA-Bildsensor ist. 

3. Verwendung gemaB einem der Anspriiche 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Flachensensor in ei- 
ner MeBzelle integriert ist. 

4. Verwendung gemaB Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB die MeBzelle als DurchfluBzelle ausgebil- 
det ist. 

5. Verfahren zur ortsaufgelosten Detektion von elek- 
tromagnetischer Strahlung, die von auf einer Oberfla- 
che eines Tragers immobilisierten Substanzen emittiert 
wird, wobei man 

einen bildgebenden photoelektrischen Flachensensor 
in geringem Abstand von der Oberflache des Tragers 
anordnet, 
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die immobilisierten Sub^^En zur Emission von elek- 
tromagnetischer Strahlung anregt, und 
die emittierte Strahlung ohne Verwendung eines abbil- 
denden optischen Systems photoelektrisch detektiert. 

6. Verfahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekenn- 5 
zeichnet, daB man von den immobilisierten Substanzen 
emittierte Chemilumineszenzstrahlung detektiert. 

7. Verfahren gemaB Anspruch 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Chemilumineszenzstrahlung 
durch enzymatische Reaktionen erzeugt. 10 

8. Verfahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man von den immobilisierten Substanzen 
emittierte Biolumineszenzstrahlung detektiert. 

9. Verfahren gemaB Anspruch 5, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man von den immobilisierten Substanzen 15 
emittierte Fluoreszenzstrahlung detektiert. 

10. Verfahren gemaB Anspruch 9, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man die Fluoreszenzstrahlung durch Ein- 
koppeln von Licht in den Trager und Anregung der im- 
mobilisierten Substanzen mit evaneszentem Licht er- 20 
zeugt. 

11. Verfahren gemaB einem der Anspriiche 5 bis 10, 
dadurch gekennzeichnet, daB man die Substanzen auf 
dem photoelektrischen Flachensensor immobilisiert. 

. 25 
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